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Abstract of EP0401369 

Prodn. of polypeptides is effected by expression of genes in the form of DNA mols. in a cell-free 
transcription/translation system contg. amino acids, ATP, GTP, CTP and UTP as substrates resulting in 
the formation of prods, including polypeptides, AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, pyrophosphate's and 
inorganic phosphates. The process is operated continuously, where the prods, are withdrawn as they are 
formed and the substrates are added so as to maintain their initial concns. 
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dung der Produkte werden aus dem System Expres- 
sionprodukte der Gene herausgefuhrt, die Polypepti- 
de. AMP, ADP, GDP, CDP, und UDP, Pyrophosphat 
und anorganisches Phosphat beinhalten. Gleichzeitig 
damit fUhrt man in das System Substrate in Form 
von Aminosauren, ATP, GTP, CTP, UTP zur Unter- 
haltung ihrer Ausgangskonzentration ein. 
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jjj® Die praparative Genexpression fuhrt man in ei- 
(^nem zellfreien System der konjugierten 
COTranskription/Translation durch, das als Substrate 
^AminosSuren, ATP, GTP, CTP und UTP enthalt un- 
©ter Ausnutzung der Gene in Form von DNS- 
^Molekeln. Dadurch entstehen im System Expres- 
QSionsprodukte der Gene, die Polypeptide, AMP, 
ADP, GDP, UDP, Pyrophosphat und anorganisches 
gj Phosphat vorsehen. Bei der Arbeit des zellfreien 
Systems der konjugierten Transkription/Translation 
im Mafle des Verbrauchs der Substrate unter Bil- 
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VERFAHREN ZUR PRftPARATIVEN GMEXPSESSION IN EUfffi Z3LL- 
PEBIM SYSTEM DER K0UJUGI3RTEN THANSKRIPTION/TRANSLATION 
Qebiet der Technik 
Die vorliegende Erf indung bezieht aich auf Molekular- 
_ bilogie und Biotechnologie, inabeaondere betrifft sie Ver- 
fahren zur praparativen Genexpreaaion in einem zellfreien 
Syatem der konjugierten Transkription/Tranalation. 

Bekanntlich aind Express ionsprodukte der Gene Peptide 
oder EineiBe. Die genannten Stoffe aind umfaaaend in der 
10 Medizin ala Bioregulatoren der biologiachen Prozeaae, ala 
He limit t el sowie ala Diagnosesysteme eingeaetzt. Beispiels- 
weiae, aind Peptide-Aktivatoren dea Immunsystems, Peptide- 
-Stimulatoren dea Salzstoffwechsels, EinweiBe, die den Ge- 
halt dea Blutea an Zucker regulieren, und anderea mehr be- 
15 kannt. Bekannt iat die Verwendung der Polypeptide in der 
Landwirtachaft ala Bioatimulatoren, beiapielaweiae Wach- 
atumahormone. 

Zugrundelie gender Stand der Technik 
Ea iat bekannt ein Verfabren zur praparativen Exprea- 
20 si°a dea genetisohen Materials der Zelle nach der Methode 
der Gentecnnik, das in dem Eindringen in die lebende Zel- 
le der fremden DNS, deren genet iaches Material mit dem Ap- 
parat der Wirt-Zelle expreaaiert wird, beruht. Diese Metho- 
de wird bei der groBtechniachen EineiBproduktion breit ver- 
25 wendet. Doch 1st dieses Verfabren in seiner Verwendung 
begrenzt. Daa iat mit der Kompliziertheit der Iaolierung 
der Expreasionsprodukte dea Gena, mit der Letalitat eini- 
ger Endprodukte fur die Wirt-Zelle, mit der proteolytiaohen 
Degradation oder Aggregation dea Expreaaionaproduktes ei- 
50 aes fremden Gens verbunden. D e r letzte Umstand ruft beson- 
dere Schwierigkeiten bei der Aussonderung der Polypeptide 
mit einer Lange von 15 bis 70 Aminosaureresten oder bei 
der Herstellung von EiweiBen mit kunatlich abgeanderten 
Aminoaaure-Konaequenz hervor. 
35 Aus dem Obendargelegten gent hervor, daB ea die Me- . 

thode der Gentecnnik nicht moglich macht, die praparative 
Expreaaion beliebiger Gene zu bew ir ken. 

Es besteht nooh ein Verfabren zur Expression der Gene T 
das auf der Ausnutzung eines zellfreien Syatema der konju- 
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gierten Transkript ion/Translation beruht. 

Diese Method e beruht auf der Ausnutsung der Zell- 
extrakte, bei denen MS-Molekeln verwendet warden. In solch 
einem System erfolgt die Vermehrung der mHNS von den 
5 DNS-Molekeln und deren anschlieBende Translation. 

Die zellfreien Systems der konjugierten Transkription/ 
Translation sind zellspezif isch begrenzt und bewirken die 
Expression praktisch eines beliebigen Gens in Form einer 
erforderlichenweise konstruierten DNS-Molekel. 
xo Die Wirksamkeit solcher Verfahren ist sehr niedrig. 

Die Funktionierungsdauer solch eines Systems betragt 
von 20 bis 60 Minaten, und die Menge des synthetisierten 
Polypeptide iibersteigt 5-10 Picomol pro 1 ml Inkubations- 
gemisch nioht. 

15 Bekannt ist, beispielsweise, ein Verfahren zur Gen- 

expression in einem zellfreien System der konjugierten 
Transkript ion/Translation (Gene Vol. 6 1979, p.p. 29-42) 

lOOjul zellfreies System der konjugierten Transkrip- 
t ion/Translation enthalt gemaB diesem Verfahren: 
20 25 jul Bxtrakt S30, 5jUg DNS-Molekel, 19yug summarische 
TENS, 1,7 mMol ATP, je 1 mMol GTP, OTP, und UTP, 88 yuMol 
oAMP, 0,5 jug Folsaure, 37 mMol Phosphoenolpyruvat , 2,6% 
Polyathylenglykol 6000, 88 juMol P 5 SJ-Methionin, ie 480yuMol 
iibrige 19 Aminosauren im Puffer folgender Zusammensetzung: 
25 77 0M0I Tris-Azetat, pH=8,2, 13 mMol Magnesiumazetat , 1J mMol 
Kalziumazetat, 100 mMol Kaliumazetat , 
50 mMol Ammoniumazetat, 2,4 mMol DTT. 

Man fuhrt die Genexpression bei einer Temperatur von 
37°C duroh. Bei der Synthase werden in dem System Expres- 
50 sionsprodukte der Gene gespeiohert, die ein Bndprodukt in 
Form von Polypeptid, Zerf allsprodukte in Form von AMP, ADP, 
GDP, CDP, UDP, Pyrophosphaten, anorganischen Phosphaten 
u.a. vorsehen, die Inhibitoren des Systems der Genexpres- 
sion darstellen. Infolge der Inhibierung wird das System 
35 in 30-60 Minuten zum Stillstand gebraoht. Die Menge des 
synthetisierten Polypeptide in 100 jul soloh eines Systems 
iibersteigt 0,5-1 Pioomol nioht. 

Die Hauptursachen der kurzen Arbeitsdauer des zell- 



EP 0 401 369 A1 
- 3 - 

freien Systems der konjugierten Transfer iption/Translat ion 
bestehen In folgendem: 

1. Das System enthalt sine begrenzte Anzahl der Substrate, 
die Erhohung des Gehaltea an denen zur Inhibierung des 

5 jeweiligen Systems fiihrt. 

2. Die Zerfallsprodukte, die bei dem Funktionieren des Sy- 
stems in Form von AMP, ADP, GDP, UDP, Pyrophosphaten 
und Phosphaten entstehen, sind Inhibit oren des Systems. 

5. Das Endprodukt kann auch das zellfreie System der kon- 
10 augierten Transkript ion/Translation inhibieren. 

Offenbarung der Erfindung 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,solch ein Verfah- 
ren zur Genexpression in Form von DMK-Molekeln in einem zell- 
15 freien System der konjugierten Transkript ion/Translation ... 
ztt.-5ntw.iokaln, das es ermoglicht, Polypeptide in prapara- 
tiven Mengen durch Steigerung der Arbeitsdauer des Systems 
zu erhalten. 

Diese Aufgabe wird daduroh gelost, daB ein solcb.es 

20 Verfanren zur praparativen Genexpression in einem zellfreien 
System der kon^ugierten Transkript ion/Translation, das als 
Substrate Aminosaxtren, ATP, GTP, CTP und UTP enthalt, bei der 
Ausnutzung der Gene in Form von DHS-Molekeln unter Bildung 
im System der Expressinnsprodukte der Gene, die Polypeptide, 

25 AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, Pyrophosphat , anorganisches Phos- 
phat vorsehen, vorgeschlagen, bei dem erf indungsgemaB wahr- 
end der Arbeit des zellfreien Systems der konjugierten Tran- 
skript ion/Translation im MaBe des Verbrauohs der Substrate 
unter Bildung der Produkte aus dem System Express ionspro- 

30 d«ikte der Gene, die Polypeptide, AMP, ADP, GDP, CDP, Pyro- 
phosphat und anorganiscnes Phosphat beinhalten, mit der 
gleichzeitigen Einfuhrung von Substraten in das System in 
Form von Aminos&uren, ATP, GTP, CTP, UTP zur Unterhaltung 
ihrer Ausgangskonzentration herausgefuhrt werden. 

55 Als Expression-System der Gene konnen in dem erfin- 

dungsgemafien Verfanren sowohl prokaryotisohe als auoh euka- 
tiotisohe zellfreie Systeme der konjugierten Transkript ion/ 
Translation verwendet werden. In dem erf indungsgemaBen Ver- 
fanren werden jene Verhaltnisse der Komponenten im Seak- 



EP 0 401 369 A1 
- 4 - 

tionsgemisoh, Ionen- und Temper at urbedingungen der Synthe- 
sefuhrung angewendet , die fur das gew'ahlte System optimal 
sind. Dex Bereich dieser Bedingungen ist breit und wild 
duroh die Eigenschaften der Organismen» aus denen das zell- 
freie System hergestellt ist, ermittelt. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur praparativen Gen- 
expression ist von den Begrenzungen der Metnoden der Gen- 
technik frei und kann fur die Expression der Gene belie- 
biger Peptide und EiweiBe eingesetzt werden. Diese Bigen- 
schaft ist fur die Erziehlung der biologisoh aktiven Pepti- 
de und EiweiBe mit kOnstlich veranderten Amino s'aure-Kon- 
sequenz von groBer Bedeutung. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren gewahrleistet die Gen- 
expression in dem zellfreien System der konjugierten Trans- 
kript ion/Translation mit einer konstanten hohen Geschwin- 
digkeit innerhalb von 50 Stunden und mehr. Die Menge des 
Bndproduktes betragt dabei von 200 bis 400 yig pro 1 jaL 
Beaktionsgemisch innerhalb von 50 bis 100 Stunden der Ar- 
beit des Systems, was es ermoglicht, Produkte der Genex- 
pression groBtechnisch zu produzieren. 

Eurzbeschreibung der Zeiohnungen 

Naohstehend wixd die Brf indung an Hand des Beispiels 
ihrer Ausfuhrung mit Bezugnahme auf beigefugte Zeichnung 
erlautert, wo die Abhangigkeitskurve der Menge der synthe- 
tisierbaren Polypeptide von der Synthesezeit dargestellt 
ist. 

Beste Ausfuhrungsvariante der Erf indung 

Das Verfahren zur praparativen Gene xpress ion in dem 
zellfreien System der konjugierten Transkript ion/Transla- 
tion wird wie folgt durchgefuhrt. 

Man stellt aus den Prokaryoten- oder Eukaryotenzellen 
einen Extrakt her, der alls Komponenten des Transkript ions- 
und Translationsapparates enthalt, aber von den endogenen 
mfiNS und DNS frei ist. Man fiigt diesem Extrakt niedermole- 
kulare Komponenten der Transkr ipt ion und Translation (Amino- 
sauren, ATP,GTP,UTP, OTP) sowie ein Gen in Porm einer 
NDS-Molekel hinzu. 

Man bringt das Beaktionsgemisch in einen Behalter, in 
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dem der ProzeB der konjjugierten Tranakription/Tranalation 
vor aich geht, ein. Zum Vorbeugen dea ProzeBstillstandea 
werden aua dam Behalter fiber eine aemipermiable Membrane 
kontiauierlich Transkriptionaprodukte (anorganiache Phoa- 
phate, ADP, GDP,CDP,UDP) und Tranalationaprodukte (ayn- 
thetiaiertea Polypeptid, AMP, GDP, anorganiache Phoaphate 
und Pyrophoaphate) abgeleitet. Gleichzeitlg damit werden dem 
Behalter Aminosauren, ATP, GTP, CTP, UTP zwecka Reduktion 
deren Auagangakonzentration zugefiihrt. Daa aynthetiaierte 
Polypeptid wird an der Saule mit einem Sorptionamittel ge- 
apeichert und die Tranakriptiona- und Tranalationaprodukte 
werden in einem Sonderbehalter fiir deren anachlieBende Re- 
generation geapeichert. 

Zu einem beaaeren Veratandnia der vorliegenden firfin- 
dung wird folgendea konkretea Beispiel angefuhrt. 

Praparative Expreaaion der Gene einea Plaamida 

pTJD 16 in einem zellfreien System 
Man atellt ein zellfreiea Standardaystem der konju- 
gierten Tranakription/Tranalation her. Daa Plaamid pUD 18 
enthalt Gene der jJ-Laktamasae und Dihydrof olatreduktaae. 

Loaung (A) enthalt 55 mMol Tria-Azetat (pH = S,2), 11 mMol 
Mg Ac, 9,5 mWl CaCl 2 , 76 mMol KAc, 1,5 mMol DTT, 1,5% Poly- 
athylenglykol 6000 , 5 mMol Phoaphoenolpyruvat , 1,2 mMol 
ATP, jjeweils 0,8 mMol GTP, CTP und UTP, 5 mg/ml Polaaure, 
lOO^uMol pHj -Leuzin mit einer apezifiaohen Radioaktivi- 
tat von 230 mCi/mMol und je 100 yuMol iibrige Amino aaur en. 
1 ml Reaktionagemiaoh, hergeatellt auf einem Puffer (A), 
enthalt 450 jol Extrakt 830, 150 yug Plaamid pUD 18 und 
200 jag aummariache tRNS. 

Durch Standardsyatem der konjugierten Transkription/ 
Translation synthetisierte man wahrend 40 min Inkubation 
bei einer Temper atur von 37°C (Plateauwert) je 6 Pioomol 
j$-Laktamase und Dinydrof olatreduktaae pro 1 ml Inkubationa- 
gemiach. 

In einem parallel verlaufenden iSxperi-aent auf einer 
kontinuierlich arbeitenden Anlage fuhrt nan dem 1,0 ml Re- 
aktionagemiach eine Loaung (A) mit einer Geaohwindigkeit von 
3 ml/St Oder 2 ml/St zu. Die Reaktionsprodukte werden aua 
dem Reaktionsgemiach mit dergleichen Geaohwindigkeit uber 
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eine Ultraf iltxationamembrane XHM.00 der Firma "Amikon", 
Holland, abgefuhrt. Die Kinetlk der Genexpreaaion der ji-Lak- 
tamase und Dihydrofolatreduktaae in soloh einem System iat 
durch ein Diagramm auf der Zeichnung dargeatellt, no an der 
Abazissenaohse die Bauer t der Synthese in Stunden und an der 
Ordinatenaohse die Menge m dea anfallenden Produktea in 
Mikrogxamm abgelegt. An den Abschnitten 1 der kinetischen 
Kurve nird die Losung (A) mit einer Geschnindigkeit von 
3 ml/ST und an dem Abschnitt 2 der kinetiaohen Kurve nird 
die Loaung (A) mit einer Geacnnindigkeit von 2 ml/St zuge- 
fuhrt. Wie aua dem dargeatellten Diagramm hervorgeht, nangt 
die Geacnnindigkeit der Syntheae von Folypeptiden von der 
Zufuhrungsnindigkeit der Loaung (A) ab, aber aie nangt von 
der Funktionierungazeit dea Systems nicht ab. 

Bei der Arbeit solch eines Syatema im Verlaufe von 
50 Stunden aynthetiaiert man in 1 ml Reaktionagemiaoh je 
4,1 Nanomol fi-Laktamaae und Dihydrofolatreduktaae, nas 
212 jug SiweiBe der _B-Laktamase und Dihydrofolatreduktaae 
betxug. 

Dadurch benirkt daa erf indungsgemSBe Verfahren die pra- 
parative Genexprssaion im zellfxeien System, nobei die Syn- 
theae dea Produktea urn daa mehr ala 500fache gesteigert 
nixd, ala diea in dex zellfxeien St and axd system dex kon;}a- 
gierten Tranakription/Tranalation der Fall iat. 
Industrielle Ternertbarkeit 

Daa erf indungagemaBe Verfahren zur praparativen Gen- 
expresaion im zellfxeien System dex konjugiexten Txanskxip- 
t ion/Translation kann in der Biotechnologie zur Herstellung 
von Polypeptiden eingesetzt nerden. 



EP 0 401 369 A1 

- 7 - 

PATENTANSPRUCH 
Verfahren zur prSparativen Genexpression in einem zell- 
freien System der konjjugierten Transkript ion/Translation, das 
als Substrate Aminosauren, ATP, GTP, OTP uttd UTP entMlt, 

5 bei der Ausnutzung der Gene In Porm von DNS-Molekeln unter 
Bildung im System der Express ionsprodukto der Gene, die 
Polypeptide, AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, Pyrophosphat , anorga- 
nisches Phosphat vorsehen, daduroh gekennzeich- 
n e t, daB nahrend der Arbeit des zellfreien Systems der 

10 konjugierten Transkript ion/Translation im MaBe des Verbrauchs 
der Substrate unter Bildung der Produkte aus dem System 
Express ionsprodukte der Gene, die Polypeptide, AMP, ADP, 
GDP, CDP, UDP, Pyrophosphat und anorganisches Phosphat bein- 
halten, mit der gleiohzeitigen Einfuhrung von Substraten in 

15 das System in Porm von Aminosauren, ATP, GTP, CTP, UTP zur 
Unterhaltung ihrer Ausgangskonzentrationen herausgefuhrt wer- 
den. 
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